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論文内容の要旨
【背景と目的】
Hexachlorocyclohexane（HCH）は人為起源の有機塩素系殺虫剤である。HCH　の工業原体
（technical－HCH；t－HCH）には主に4種類の立体異性体（α－、β－、†－および8－HCH）が含まれ
る。それらのうち殺虫効果を有するのは†－HCHのみであるが、t－HCHがそのまま農薬とし
て用いられたため、各種異性体、とりわけ全ての塩素原子がequatorialの位置に結合して
いるβ－HCHの環境中での残留や動物体内での蓄積が現在でも深刻である。
HCH類の環境への放出が始まってわずかに60年足らずであるが、γ－HCHを分解資化す
る細菌が何例か分離されている。これらの細菌の†－HCH資化能はHCH類の使用開始以後
の比較的短期間の間に獲得された可能性があるため、†－HCH資化細菌およびその分解酵素
は細菌の適応・進化機構の理解を深める上で好適な研究適材であると考えられる。
現在までにSphingobiumjqponicumUT26の有するrHCH分解代謝経路の全貌が明らかと
なっている（Fig．1）。UT26においてγ－HCH上流代謝経路を司る酵素遺伝子群IinA、JinBJinC
は染色体上に散在し、構成的に発現している。一方〃れDと〃〝且はオペロンを形成し、〃〝月
による共通の転写制御を受けている。以降、IinFG月ソの担うβ－ketoadipate代謝経路を経て
TCA回路に合流する。γ－HCH脱塩化水素酵素LinAは報告例の少ない反応を触媒し、遺伝
子レベルでも進化的関連性を示すホモログが兄いだされていない。一方　LinB　はハロアル
カンデハロゲナーゼファミリーに属し、広い基質特異性を示す。本研究の開始と前後し、
UT26由来のLinB（LinBUT）がβ－HCHを2，3，4，5，6－PentaChlorocyclohexanol（PCHL）に変換する
ことが所属分野の研究により明らかとなった。
本研究ではγ－HCHおよびβ－HCHの脱塩素酵素に特に着目し、HCH分解細菌およびそれら
の有するHCH脱塩素酵素遺伝子を取得し、その機能を解析することを通して、HCH分解
細菌および分解酵素・遺伝子の適応進化に関する知見を得ることを目的とした。
【結果①†－HCH初発脱塩素酵素遺伝子の取得と解析】
（1）新規γ－HCH資化細菌SphingobiumsD．MI1205の分離
宮城県内由来のHCH類汚染土壌にγ－HCHを添加したところ†－HCHの有意な減少が認め
られたため、本土壌を　HCH類脱塩素酵素遺伝子を探索するための供試土壌とした。比較
的低濃度の無機培地に本土壌を接種した集積培養を行うことで、新規のYtHCH資化細菌を
分離した。本菌株の16S rRNA遺伝子はSphingobium herbicidovoransと99％のidentityを
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示したため、これを郎あわ7gO鋸〟椚Sp．MI1205と命名した。
（2）MI1205ゲノムライブラリーからのγ一HCH脱塩素酵素遺伝子の取得と解析
MI1205ゲノムのコスミドライブラリーを大腸菌宿主内で作製し、γ－HCH脱塩素活性を
GC（ECD）を用いて直接的に検出するスクリーニングにより†一HCH脱塩素酵素活性を示す
クローンを取得した。取得したコスミドにはJf〝durと全く同一のJf〝」が存在していた。
（3）集積培養メタゲノムライブラリーからの脱塩素酵素遺伝子の取得と解析
供試土壌を接種源とし、γ－HCHを炭素源とした集積培養試料からDNAを直接抽出し、
広宿主域コスミドベクターを用いた「集積培養メタゲノムライブラリー」を構築した。そ
の後、（i）UT26のIinA欠失株にライブラリーを導入し、γ－HCH脱塩素能を示すクローンを
寒天培地上でのクリアゾーンの形成で検出する方法、（ii）大腸菌をライブラリーの宿主と
して用い、†－HCHが脱塩素された際のHClの放出に伴うpH低下をインディケーター色素
で検出する方法、の2通りの方法でスクリーニングを行った。その結果、前者の方法で9
クローン、後者の方法で2クローンを取得した。これらのコスミドには全てUT26やMI1205
のものと同一の〃〝」が存在していた。
【結果②新規γ－HCH資化細菌からのβ－HCH分解酵素遺伝子の取得と機能解析】
（1）MI1205のβ－HCH分解代謝経路の同定
M11205をβ－HCHと反応させるとUT26の場合と異なり2種類の代謝産物が検出された。
最初に現れる代謝産物はUT26の場合と同じく　PCHLであった。PCHL以降の代謝経路およ
びその反応を担う酵素遺伝子に関しては未解明であったため、まず2番目の代謝産物の同
定を行った。当該代謝産物のGC－MS解析および1H－NMR解析を行った結果、1位と4位の
水酸基がaxialの位置に結合した2，3，5，6－tetraChlorocyclohexane－1，4－diol（TCDL）であること
が判明した（Fig．2）。
（2）pcHL脱塩素酵素遺伝子の取得と解析
PCHLから　TCDLへの脱塩素反応を担う酵素遺伝子の取得を試みた。大腸菌宿主内で作
製したMI1205コスミドライブラリーの各クローンをPCHLと反応させてTCDLに変換す
るクローンを　GC（ECD）を用いて探索し、陽性クローンを取得した。次に取得したコスミ
ド挿入断片中のPCHLを　TCDLに変換する活性を示す領域を検討したところ、LinB。Tと
98％のidentityを示す酵素（LinBMI）がβ－HCHからPCHLを経てTCDLに至る2段階の脱塩
素反応を触媒することを兄いだした（Fig．2）。Hisタグを付与して精製したLinBM．もβ－HCH
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のTCDLへの変換活性を示した。
ともに296アミノ酸残基からなるLinBMTと　LinBUTは7アミノ酸残基の違いしか持たな
いにも関わらず、β－HCHとPCHLに村する脱塩素活性に顕著な差（Fig．2，Tablel）を示した。
両〃〃β遺伝子間で認められた8塩基の置換は全て非同義置換であったことから、それぞれ
の〃〝βは何らかの強い選択圧のもとで進化的に分岐したことが示唆された。
（3）LinB間の機能の差異に関与しているアミノ酸残基の検討
2種のLinB間で異なっている7アミノ酸残基のうち、基質結合ポケットに存在している
134番目と　247番目の2つのアミノ酸残基の違いが各酵素活性の差異に関与することが第
一に考えられた。そこで、部位指定変異導入により　6種の中間型変異酵素を作製し、2種
の野生型とあわせて計8種のLinBを用いてβ－HCHおよびPCHLの脱塩素活性の検討を行
った。その結果、LinBMIのV134とH247はβ－HCHおよびPCHL脱塩素活性の差異に関与
していることが明らかとなったが、基質結合ポケットに存在しない他の5アミノ酸残基の
関与も示された（Tablel）。この結果はこれらのLinBが強い選択圧のもとで進化的に分岐
し、それぞれのアミノ酸残基の置換に適応的意義があるという考察を支持する。
（4）LinB廻土とLinB吐しの1．4－TCDN脱塩素活性の検討
LinBMIとLinB。Tの「本来の機能」とも考えられる1，4－TCDN脱塩素活性（Fig．1）につい
て検討した。その結果、酵素レベルと菌体レベルのいずれでも明確な差異は認められなか
った。すなわち、LinBは†－HCHの2番目の酵素としての機能を維持したまま、β－HCHお
よびPCHLの分解活性を大きく変化させていると考えられた。
（5）MI1205の保持する〃畑のコピー数と種類およびゲノム中の局在
MI1205ゲノム中には〃〝月が少なくとも　4コピー存在することがサザン解析により示唆
された。そこでPCRによってMI1205ゲノムライブラリーのスクリーニングを行ったとこ
ろ、IinBMIと異なるタイプのIinB（linBMlb）を取得した。LinBM－bはLinBMI、LinBUTとそれぞ
れ6アミノ酸残基および4アミノ酸残基異なっており、如月〟川とJf〝β〟ハ　すわ7βur間の塩基
置換はやはり全て非同義置換であった。LinBMlbのβ－HCHの分解活性はLinBUTと同等であ
った。また、MI1205の〃〝月はMI1205内在性の2種のプラスミド上に存在していた。
［結果③LinBMlとLinBtJTの分岐を促した環境要因の探索】
保持する　LinB　の違いが宿主細菌の生育に影響があるのか否かの検討をおこなった。宿
主細菌をUT26とし、UT26のIinBuTをIinBMハIinBMIbと置換した変異株を相同組換えによ
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り作製し、t－HCHを含む1／3LB培地中でのそれぞれの殊の生育を比較した。その結果、
LinBMIを有する変異株はt－HCHを含む培地において最も速い生育を示した。生育の差を規
定する直接の要因は不明であるが、保持する　LinBが異なると、その宿主細菌の生育速度
に影響が表れる条件があることを示すことができた。本結果を足がかりとして、それぞれ
のLinBを進化的に分岐させた環境要因の解明が可能になると考えられる。
【考察】
linBの配列情報から　LinBは強い選択圧の元で適応進化したことが示唆された。さらに
実験的にごく少数のアミノ酸置換によって酵素活性が劇的に変化すること、および宿主細
菌の生育能が変化する条件があることを示した。利用可能な炭素源に乏しいと考えられる
土壌において†－HCH資化細菌がγ－HCHを利用するためにLinBのl，4－TCDN脱塩素能は重要
である。LinBは1，4－TCDN脱塩素能を保持したまま、ごく少数のアミノ酸置換によって他
の基質に対する脱塩素活性を柔軟に変化させることができた。このことは宿主細菌の様々
なHCH環境への適応に寄与してきたと考えられた。
MI1205は複数種のIinBを2種のプラスミド上に保持していた。LinBはHCH分解におい
て1，4－TCDN、β－HCH、PCHL、さらには8－HCHやその代謝産物など、様々な物質を基質と
することが現在までに判明している。様々なLinBの基質が存在する環境において、LinB
を複数種、複数コピー保持することは宿主細菌の生残性の向上につながっているものと推
察される。
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論文審査結果の要旨
細菌の有するhexachlorocyclohexane（HCH）分解能およびその分解酵素・遺伝子はHCHが環境中に放
出されるようになった以後の比較的短期間の間に進化した可能性があるため、細菌類の環境適応・進化
についての知見を得る題材として好適である。本研究はHCH汚染土壌からの新規のHCH分解細菌の
分離、メタゲノム的手法も用いたY－HCH分解酵素・遺伝子の取得と解析、およびβ一HCH分解酵素の取
得と解析を通じ、HCH分解細菌およびその分解酵素の進化に関する知見を得ることを目的とした。′
本研究ではまず、HCH汚染土壌を接種源とした集積培養試料より新規のY・HCH資化細菌勘hitWbium
Sp．MI1205を分離した。本菌株ゲノムのコスミドライブラリーと、集積培養試料より直接抽出した
DNAを用いて構築した「集積培養メタゲノムライブラリー」からY・HCH脱塩素酵素活性を指標とする
スクリーニングを行い、γHCH脱塩素酵素遺伝子を取得した。
続いて、2段階から成るMI1205のβ－HCH分解代謝に着目した。1段階目の代謝産物である2，3，4，5，6－
pentachlorocyclohexan01（PCHL）以降の代謝経路およびその反応を担う酵素遺伝子は未解明であったた
め、GC－MS解析およびIH－NMR解析を行い、当該代謝産物が2，3，5，6－tetraChlorocyclohexane－1，4－diol
（TCDL）であることを解明した。さらに、この2段階の反応が、β－HCHを1段階のみ脱塩素するS
j甲OnicumUT26由来のLinB（LinBUT）と296アミノ酸残基中7アミノ酸残基のみ異なる酵素（LinBM．）によ
り触媒されることを見出した。それらの中間型変異酵素を用いた実験から、それら7アミノ酸のうち、
基質結合ポケットを構成する2つのアミノ酸残基がβ－HCHおよびPCHL脱塩素酵素活性の差異へ関与
すること、および、他のアミノ酸残基も活性の差異に関与することを示した。一方で、それら酵素間の
Y－HCH資化に関与する活性に明確な差異は認められなかった。それらに共通の推定祖先型LinBを構築
して酵素活性を検討したところ、祖先型Li嘘もγHCH資化に関与する活性は有していた一方で、β－
HCHおよびPCHLの脱塩素活性はLinB。Tと同様に低いものだった。以上の結果から、LinBMlの進化の
過程でY－HCHの代謝に関与する活性が保存されつつ、β－HCHおよびPCHLの分解活性を向上したこと
が示唆された。両肋β遺伝子間で認められた8塩基の置換は全て非同義置換であったことから、それぞ
れの肋βは何らかの強い選択圧のもとで進化的に分岐したことが示唆されたが、さらに保持する肋月
が異なることによってt－HCHを含む培地での宿主細菌の生育速度が実際に異なることを明らかとした。
このことからLinBMlはt－HCHを含む環境において宿主の生育能の向上に寄与すると考えられた。
以上、本研究では興味深い特性を有する新規HCH分解細菌を純粋分離するともに、メタゲノム
的手法も用いてHCH脱塩素酵素遺伝子を取得した。また最も難分解性の異性体であるβtHCHの分
解経路およびその酵素・遺伝子について新たな知見を得た。さらに、LinBの進化の過程について
一つの仮説を提示した。これら本研究の成果は、論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な
高度の研究能力と学識を有することを明確に示しており、伊藤通浩氏提出の論文は博士（生命科
学）の博士論文として合格と認める。
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